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摘 要
肺癌是最常见的肺部原发性恶性肿瘤，由于其中大部分起源于支气管粘膜上
皮，所以又称支气管肺癌。其中非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）
占到 85%。如今肺癌已成为全世界范围内癌症死亡的首要原因，其患病率和死亡
率均居各大恶性肿瘤之首。在中国，随着人口基数的快速增长以及环境污染的恶
化，肺癌的死亡率在急剧上升。可见，肺癌已经成为全人类健康的重要威胁。虽
然近年来各种化疗药物和手术治疗的联合应用，在一定程度上提高了治疗效果，
但是由于肺癌的发病隐匿，早期诊出率低，临床症状多出现在中晚期，导致治疗
效果差。随着对肺癌的分子机制的不断认识，以及无数临床实践，以减少对正常
细胞的毒副作用为特征的分子靶向药物的出现，是肿瘤治疗从宏观到微观的一次
飞跃，分子靶向治疗已成为当下研究的热点。
泛素特异性蛋白酶 39（Ubiquitin Specific Peptidase 39，USP39）是去泛素化
酶家族的一员。但是由于 USP39的催化活性区缺失了两个重要的活性位点，导
致其并没有泛素水解酶的活性。目前的研究发现 USP39 的功能主要体现在
pre-mRNA的剪接上，它可以参与 U4/U6-U5与 pre-splicesome的组装，进而影响
成熟的剪接体的形成。另外 USP39还参与了纺锤体的组装和细胞的有丝分裂。
最新的研究发现，USP39与乳腺癌、前列腺癌、肝癌，甲状腺髓样癌以及口腔鳞
状上皮细胞癌增殖和生长关系密切，但未见 USP39与肺癌的相关研究。因此本
论文，主要探讨 USP39在非小细胞肺癌组织中的表达以及对非小细胞肺癌 A549
细胞增殖和迁移的影响，以及对相关功能的分子机制的影响，为其作为肺癌的分
子靶向治疗提供一定的理论依据。
本论文主要包括两部分内容。首先，探讨 USP39在非小细胞肺癌的组织中
的表达情况。通过免疫组化染色，发现 USP39在非小细胞型肺癌组织中的表达
水平明显高于正常肺组织。进一步经方差统计分析发现 USP39的表达与患者年
龄和肺癌的病理类型相关（p<0.05）。接着，继续探讨 USP39在非小细胞肺癌
A549细胞中的功能。体外培养人肺腺癌系 A549，通过MTT、EDU、流式检测
细胞周期等实验，发现敲低 USP39的表达可诱导 A549细胞 G2/M期阻滞，进而
有效地抑制其增殖；通过 Transwell细胞迁移实验发现，敲低 USP39的表达可抑
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制非小细胞肺腺癌 A549细胞迁移和侵袭。并进一步通过免疫印迹和荧光定量
PCR 实验，发现敲低 USP39 的表达可以下调细胞周期的引擎分子 CDC2 和
CyclinB1的表达，同时也下调了侵袭转移相关分子MMP2和MMP9的表达。最
后，通过裸鼠皮下荷瘤实验，证明敲低 USP39能够抑制肿瘤的生长。
综上，本研究首次检测 USP39在非小细胞肺癌组织中表达情况；证实降低
USP39的表达可通过下调 CDC2和 CyclinB1的表达抑制非小细胞肺癌增殖，以
及通过下调MMP2和MMP9的表达抑制非小细胞肺癌侵袭转移，并且在裸鼠荷
瘤实验中，也证明敲低 USP39可抑制肿瘤的生长。本论文的所有数据为 USP39
作为未来非小细胞肺癌治疗的潜在靶点提供了初步的理论依据。
关键词：非小细胞肺癌；USP39；增殖；侵袭转移
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Abstract
Lung cancer is the most common primary pulmonary malignant tumor, because
most of them originated in bronchial epithelium, also called bronchial lung cancer.
Non - small cell lung cancer (NSCLC) accounted for 85%. Nowadays, lung cancer
has become the leading cause of cancer-related mortality worldwide, and its incidence
and mortality rates are on the top of those major malignant tumors. In China, with the
rapid growth of population and the deterioration of environmental pollution, the death
rates of lung cancer are on the rise. Therefore, the lung cancer has become the
importance of health threat to mankind. The joint application of a variety of
chemotherapeutic drugs and surgical treatment in recent years, to a certain extent,
improve the effect of the treatment. However, there are some reasons leading to poor
treatment effect, including the development of lung cancer is hidden, the early
diagnosis rate is low, and the clinical symptoms are in the middle-late. With a further
understanding of the molecular mechanisms of lung cancer, and doing numerous
clinical practices, there is emergencing a new treat method, called molecular targeted
drugs, which is characterized by less damage to normal cells. This technology is a
great leap from macro to micro in cancer treatment, and it is becoming a hot topic of
the current research.
Ubiquitin Specific protease 39 (Ubiquitin Specific Peptidase 39, USP39) is a
member of the deubiquitinating enzyme family. However, USP39 has no ubiquitin
hydrolase activity as due to the absence of two important active sites. The current
researches found that, USP39 had function on pre - mRNA splicing, which
participated in the assembly of U4/U6-U5tri-snRNPs and pre-splicesome, thus
affecting the formation of mature spliceosome. In addition, USP39 also participated in
the spindle assembly and mitosis. Recently, some studies found that USP39 plays an
important role in tumor proliferation and growth, such as breast cancer, prostate
cancer, liver cancer, medullary thyroid carcinoma and oral squamous cell carcinoma,
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but there were no researches about the association between USP39 and lung cancer.
Consequently, in this study, we investigated the expression of USP39 in non-small
cell lung cancer tisssues, the function of USP39 in NSCLC A549 cell, and the
molecular mechanisms of USP39 in proliferation and migration of A549 cell, which
provide the molecular target therapy for lung cancer with the certain theory basis.
This thesis mainly includes two parts. First of all, this study explores the
expression of USP39 in non-small cell lung cancer tissue. By using
immunohistochemical staining analysis, the overexpression of USP39 was observed
in non-small cell lung cancer tissues than in normal lung tissues. Then the statistical
analysis proved that USP39 expression is associated with age and pathological types
of lung cancer patients(p<0.05). Then, we investigate the role of USP39 in non-small
cell lung cancer A549 cell. Cell proliferation was detected with MTT assay, EDU
assay and Flow cytometric analysis in lung adenocarcinoma A549 cells. We found
that knock-down of USP39 suppressed non-small cell lung cancer growth by inducing
G2/M cell cycle phase arrest. Cell migration and invasion were detected by transwell
assay. The results indicated that suppression of USP39 inhibited the invasion and
metastasis of A549 cell. At the last part of this paper, western blotting and qRT-PCR
results revealed that suppression of USP39 down-regulated G2/M-related regulators:
CDC2 and CyclinB1. In addition, the results revealed that MMP2 and MMP9
expression was down-regulated by knock-down USP39 in A549 cell. Finally, the
datas proved that USP39 could inhibit tumor growth in vivo.
In conclusion, our researches investigated the expression of USP39 in non-small
cell lung cancer. Our results revealed that suppression of USP39 inhibited
proliferation of non-small cell lung cancer by down-regulating the expression of
CDC2 and CyclinB1. In addition, knock-down USP39 inhibited metastasis of
non-small cell lung cancer by down-regulating the expression of MMP2 and MMP9.
USP39 inhibited tumor growth in nude mice subcutaneously transplanted tumor.
Therefore, our research datas offered primary theory basis to USP39 used as a
potential treatment target in non-small cell lung cancer.
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第一章 前 言
1.1肺癌的研究概述
癌症已经成为威胁人类健康的重要因素。根据世界卫生组织（World Health
Organization,WHO）2014年报告，在 2012年，全世界已确诊的癌症人数约有 1410
万，因癌症而死的人有 820万。其中根据发病率排名前三位的是肺癌（185.2万，
占 13%）、乳腺癌（167.6万，占 11.9%）和结直肠癌（136万，占 9.7%），死亡
率排位前三位的癌症是肺癌（159万，占 19.4%）、肝癌（74.5万，占 9.1%）和
胃癌（72.3万，占 8.8%）。在这些癌症中，肺癌的发病率和死亡率都远远高于其
他癌症。而就癌症在性别上的分布情况分析发现，男性癌症患者的发病率（53%）
和死亡率（57%）都略微高于女性患者。根据癌症的地域分布分析，癌症主要分
布在一些人均收入高，经济发达的国家，如北美，西欧，日本，韩国，澳大利亚
和新西南等国家和地区[1]。
而近几十年来，随着我国人口基数的快速増长及老龄化的双重作用，肺癌的
发病率在城乡的发生率明显上升，肺癌己成为我国恶性肿瘤死亡的首要原因[2]。
根据 2014年国家癌症中心（National Cancer Center, NCC）对 2010年癌症的发病
率和死亡率的统计，肺癌均居各恶性肿瘤之首，死亡人数 48.6万（24.87%），紧
随其后的是肝癌 31.24万（15.97%）和胃癌 28.78万（14.71%）。男性癌症中死
因前三位为肺癌、肝癌和胃癌，女性癌症中死因前三位肺癌、胃癌和肝癌[3]。肺
癌根据临床病理学特点，分为小细胞肺癌（15%）和非小细胞肺癌（85%），其
中小细胞型肺癌又分为肺腺癌、肺鳞状细胞癌、肺大细胞型肺癌和细支气管肺泡
癌[4]。如今肺腺癌（Primary lung adenocarcinoma, ADC）已经逐步取代了肺鳞癌
的地位，成为最常见的肺癌病理类型，并且其患者人数还在逐年攀升[5]。
肺癌发生的主要原因之一——吸烟。据有关报道男性肺癌致死原因中，吸烟
占 80%，女性占 50%。除此还有一些非吸烟环境因素，如石棉、某些金属（砷、
镉、铬）、一些化学品，物理辐射以及煤烟等燃料废气[6]。
面对这样严峻的形势，医学工作者们，在经过过去近几十年的努力研究和探
索，终于对肺癌的诊断和治疗都取得了一定的进步。从治疗手段来看，从传统的
手术治疗，变成了目前的个性化治疗以及合理的综合性治疗。其中不容忽视的是
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分子诊断和靶向治疗这些新兴治疗技术的出现更是成为了全球医学研究的重点
领域。如针对肺癌细胞的表皮生长因子受体的一些药物研发，如酪氨酸激酶抑制
剂(吉非替尼)，单克隆抗体（西妥昔单抗）和人工合成表皮因子受体抑制剂。另
外还有一些肿瘤血管拮抗药物，包括贝伐单抗和血管内皮抑制素[7]。尽管如此，
由于该肿瘤其早期诊断困难，后期复发和转移率较高，肺癌患者的五年生存率仍
是不容乐观。因此，进一步了解肺癌的分子生物学机制,寻找肺癌发生、发展过
程中的关键的生物学标记和独立的高危影响因子，才能进行早期诊断,采用更加
有效合理的治疗手段，从而提高患者的生存率。
1.2 USP39的研究进展
1.2.1 DUBs家族概述
去泛素化酶(deubiquitinating enzymes，DUBs) 是一类数量众多的蛋白酶超家
族。它的存在使得泛素修饰的调节具有平衡性，去泛素化是指泛素化的底物蛋白
在去泛素化酶的作用下移除泛素的反应过程。DUBs蛋白结构包括三个结构域：
泛素结合区、催化区和各种各样的蛋白相互作用区[8]。所以根据其催化亚基结构
的不同可以分为六大类：泛素特异性加工酶家族(Ubiquitin-specific proteases，
USPs) 、泛素羧基末端水解酶家族(Ubiquitin C-terminal hydrolases，UCHs) 、卵
巢肿瘤相关蛋白酶家族( Ovarian tumor-related proteases，OTUs) 、MJD结构域蛋
白酶家族、JAMM/MPN相关金属蛋白酶家族和单核细胞趋化蛋白诱导的蛋白质
家族。其中除了 JAMM/MPN家族是金属蛋白酶，其它的家族都是半胱氨酸水解
酶[9, 10]。DUBs在调节真核细胞的蛋白活性、定位和降解中发挥重要作用。它主
要参与的细胞生命活动包括：调节细胞周期、DNA损伤反应、组蛋白修饰和调
节各种细胞信号通路等[11]。这些蛋白功能失调与各种疾病的关系，尤其 DUBs
与肿瘤的关系成为了当下的研究重点。
1.2.2 USP39的分子结构及生物学特征
USP39属于去泛素化酶（deubiquitinating enzymes,DUBs）家族成员。人类
基因 USP39定位于 2p11.2，由 16个外显子组成，其 cDNA包含一个 1701bp的
开放阅读框，可以编码 566个氨基酸，其相对分子质量约为 65KDa。USP39有
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两个重要结构域组成：N末端的 RS样锌指泛素结合结构域（ZnF-UBP)，C末端
的泛素特异性蛋白酶结构域（iUSP），如图 1所示[12]。但是其 ZnF结构域却不能
结合泛素，而且 USP结构域也不具泛素水解酶活性。究其原因，主要是前者的
RS样改变，以及后者两个关键的活性位点的突变，导致其缺乏功能性的活性位
点：半胱氨酸和组氨酸。但是 USP39却可以通过其 RS结构域参与 pre-mRNA的
剪接，所以 USP39又可以命名为 SR相关蛋白[13]。USP39在酵母菌里有一个种
间同源异构体 Sad1p，他们的同源序列可达 65%[14]。已有文献报道 Sad1q可以通
过其 RS结构域调控 U4 snRNP与 U6 snRNP的组装，影响剪接体的形成，从而
调控前体 mRNA的成熟[14]。另外 Yesenia Ríos et al的研究中也证明 USP39表达
下调可以诱导斑马鱼的 RB1基因发生剪接缺陷，使 rb1蛋白的表达下调，进而
使其下游靶基因 E2F4表达上调，最终促进垂体瘤的发生[15]。所以，USP39可以
通过其 RS结构域参与真核生物的初始转录产物的剪接加工，从而证明它的确是
一个剪接调控因子 SR相关蛋白。
图 1 USP39的分子结构[12]
1.2.3 USP39与肿瘤发生发展的关系
近年来，很多研究发现，USP39在肿瘤的发生发展中扮演着重要角色。在
2011年意大利的一个肿瘤研究机构，通过收集 300例肿瘤标本，应用 ISH/TMA
统计分析 USP39在肿瘤中的表达情况，发现 USP39在乳腺癌，肺癌，胃癌，黑
色素瘤，喉癌和非霍奇金淋巴瘤中高表达[16]。在接下来的研究主要是 USP39在
多种肿瘤中对对癌细胞生物学功能的研究。如 USP39在乳腺癌，肝癌，前列腺
癌，甲状腺髓样癌和最新的口腔鳞状细胞癌中高表达，而且可通过对细胞周期的
调控，促进肿瘤细胞的增殖，其中乳腺癌还在体内进行了其功能的验证[17-22]。因
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此，USP39可以作为肿瘤靶向治疗的一个潜在靶点。但迄今为止，USP39在肺
癌中的功能研究还尚无报道。
1.2.4 USP39与细胞周期之间的关联
细胞周期是一个复杂的过程，它包括多个复杂的步骤：依次是 G1期，S期，
G2期和M期。这些步骤顺序从上一个转化到下一个都需要精密的监控机制来完
成，这样才能保证细胞准确的分裂[23]。而这种监控机制就叫细胞周期调控。细胞
周期调控是指各种调控因子通过自身的激活或者失活，使细胞启动和完成细胞周
期中的重要事件，且保障它们按次序正常进行。科学家们通过对蛙，海胆等的研
究证明，细胞的生长和分裂主 要受控于细胞周期依赖性蛋白激酶
（Cyclin-dependent-kinase，CDK）及其抑制物 CDI[24]。目前在哺乳动物中，细
胞周期主要调控物质是，CDK以及与它密切相关的各种细胞周期蛋白组成。而
细胞正是通过他们来保障细胞周期各个事件的准确性以及顺序进行。保障的具体
表现是各个时期的特殊的检查点，包括： G1期检查点：主要的调控因子是
CyclinD，CDK4和 CDK8；S期检查点：主要的调控因子有 CyclinE和 CDK2；
G2/M期检查点：主要的调控因子是 CyclinB和 CDK1（又称 CDC2或 P34）；M
期检查点：主要的调控因子是 CyclinB、CDK1和 AuroraB蛋白激酶等[24, 25]。而
目前的研究发现，敲低 USP39可以下调 AuroraB的表达，导致纺锤检查点功能
缺陷，进而抑制细胞有丝分裂进程[26]。2015年的最新研究证明，敲低 USP39可
以下调 CDC2和 CyclinB1的表达，诱导细胞周期 G2/M期阻滞，阻碍细胞周期
的顺利进行[17]。所以，USP39可以间接调控调控细胞周期 G2/M期。这种调控机
制也为 USP39作为肿瘤治疗的潜在靶点提供理论依据。
1.3 研究目的和意义
随着近年来对 USP39在肿瘤发生发展中功能的研究，以及一些机制的探索，
我们可以确定 USP39这个特别的去泛素化酶(无蛋白水解酶活性)，又称 SR相关
蛋白，它可以通过影响蛋白的 pre-mRNA的剪接，从而间接对细胞的生理功能发
挥作用。另外，USP39在一般的肿瘤（乳腺癌，肝癌，前列腺癌，甲状腺髓样癌
等）中处于高表达，降低该蛋白表达后可以抑制肿瘤细胞增殖，说明在这些肿瘤
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